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　　【摘　要】目的：通过定量观察补骨颗粒对大鼠膝关节软骨细胞蛋白质表达的影响，探讨补肾活血
中药对软骨细胞的作用机制。方法：将软骨细胞经补骨颗粒含药血清传代培养后通过定量蛋白质组学串
联质谱标签标记技术进行检测，使用 Maxquant（v1.5.2.8）进行检索。选择 UniProt-GOA 数据库注释工具
对差异蛋白进行基因功能聚类 GO 分析；采用 KEGG 在线服务工具 KAAS 对提交的蛋白进行注释，之后
通过 KEGG mapper 将注释过的蛋白匹配入数据库相应的通路中进行检索分析；使用预测亚细胞定位的软
件 wolfpsort 对所提交的蛋白进行亚细胞定位注释。结果：通过数据库检索，补骨颗粒含药血清及空白血
清干预软骨细胞后共鉴定到 5028 个蛋白质，包含 25 423 个肽段，其中 4297 个蛋白质包含定量信息。以
1.3 倍为变化阈值，t 检验中 P < 0.05 为标准，空白血清组中 163 个蛋白表达发生上调，188 个蛋白表达发
生下调；补骨颗粒含药血清干预后有 164 个蛋白表达发生上调，58 个蛋白表达发生下调。其中，具有生
物学信息的目标差异蛋白有腺苷酸转位酶 1、热休克蛋白 27、肌浆 / 内质网钙 ATP 酶 1、钠 / 钾转运 ATP 酶、
果糖二磷酸醛缩酶 A、3- 磷酸甘油醛脱氢酶、磷酸甘油酸变位酶 1、β- 烯醇化酶、L- 乳酸脱氢酶、糖原
合成酶、肉碱棕榈酰转移酶 1。结论：补骨颗粒能够影响软骨细胞的腺苷酸转位酶 1、热休克蛋白 27、醛
缩酶 A、β- 烯醇化酶及肉碱棕榈酰转移酶 1 等表达，对于揭示软骨细胞的凋亡机制具有重要意义。
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Analysis of Proteomic Effects of Bugu Keli（补骨颗粒）on Chondrocyte Protein Based on Mass Spectrometry
YU Guang-shu,LIN Yan-bin,XU Hong-bin,LI Jie-hui,ZHANG Shou-xiong
　　【ABSTRACT】Objective:By quantitatively observing the effects of Bugu Keli（ 补 骨 颗 粒）on the 
expression of protein in knee joint chondrocyte of rats,to explore the mechanism of medicinals of nourishing 
kidney and activating the circulation of blood.Methods:Chondrocytes were subcultured in medicated serum with 
Bugu Keli and detected by quantitative proteomics tandem mass spectrometry tagging technology.Maxquant
（v1.5.2.8）was used to retrieve.UniProt-GOA database annotation tool was selected to perform gene function 
clustering GO analysis of differentially expressed proteins;KEGG online service tool KAAS was used to annotate 
the submitted proteins,and then KEGG mapper was used to match the annotated proteins into the corresponding 
pathways in the database for retrieval and analysis.Wolfps was used to predict subcellular localization.Results:A total of
5028 proteins,including 25 423 peptide segments were identified after the intervention of medicated serum 
基金项目：福建省自然科学基金资助项目（2016J01597）；福州市
科技计划项目（2017-S-130-5）
作者单位：1. 厦门大学附属福州第二医院，福建 福州 350007；2. 福
建中医药大学，福建 福州 350122
通信作者：林焱斌 福建省福州市仓山区上藤路 47 号，812953900
@qq.com，13960743906
and blank serum on chondrocyte.Among 
them,4297 proteins contained quantitative 
information.With 1.3 times as the change 
threshold and P < 0.05 as the standard in 
the t test,163 protein expressions were up-
regulated and 188 protein expressions were 
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鹿衔草 12 g、淫羊藿 12 g、潞党参 15 g、茯苓 20 g、
三七 3 g、川牛膝 9 g、当归 9 g、川芎 6 g、女贞子




2.2　含药血清的制备　将 40 只成年 SD 大鼠随
机分为空白血清组和含药血清组，每组 20 只。
按成人与大鼠体表面积折算的等效剂量比值（系
数 为 6.25） 换 算 用 量， 空 白 血 清 组 予 生 理 盐 水
2 mL·kg-1 灌胃，含药血清组予补骨颗粒 3.08 g·kg-1
灌胃，在灌胃时将补骨颗粒用生理盐水加热溶解
成 1 g·mL-1 的水溶液，每日 1 次，连续 14 d。末
次给药 2 h 后处死大鼠，并在无菌条件下腹主动
脉采血 5 mL，静置 2 h，低温 2000 r·min-1 离心
15 min 后分离血清，于 56 ℃恒温水浴灭活 30 min，
-80 ℃冰箱保存。
2.3　软骨细胞的培养　取第 3 代 SD 大鼠软骨细
胞，消化后接种于培养皿，置于 37 ℃，体积分数
为 5% 的 CO2 恒温培养箱培养至贴壁，更换含血清
培养基，设空白血清组及质量分数为 20% 的含药





声裂解后于 4 ℃环境下的离心机中以 12 000 r·min-1
离心 10 min，将上清液转移至新的离心管中。往上清
液中加入二硫苏糖醇至其浓度改变为 5 mmol·L-1，
并于 56 ℃热水浴中还原 30 min，然后加入碘代乙
down-regulated in the blank serum group.One hundred and sixty-four protein expressions were up-regulated and 
58 protein expressions were down-regulated after the intervention of the drug-containing serum.Among them,the 
target differential proteins with biological information are adenylate translocatase 1,heat shock protein 27,
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1,sodium/potassium transporter ATPase,fructose 
diphosphate aldolase A,3-phosphate glyceraldehyde dehydrogenase,phosphoglycerol mutase 1,β-enolase,L-lactate 
dehydrogenase,glycogen synthase,and carnitine palmitoyltransferase 1.Conclusion:Bugu Keli can affect the 
expression of adenylate transposase 1,heat shock protein 27,aldolase A,β-enolase and carnitine palmitoyltransferase 1 
in chondrocyte,which is of great significance in revealing the apoptotic mechanism of chondrocyte.
　　【Keywords】 Bugu Keli（补骨颗粒）;proteomics;medicated serum;chondrocyte;apoptosis;rats
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酰胺调整浓度为 11 mmol·L-1。在室温避光条件下
孵育 15 min，并将溶液中的尿素浓度稀释至低于
2 mol·L-1。以 1 ∶ 50（胰酶∶蛋白）的质量比例
加入胰酶，于 37 ℃环境下酶解过夜；然后以 1 ∶ 100





用高 pH 反向 HPLC 法分级肽段，将分级梯度设置
为 8% ～ 32% 乙腈，pH 调整为 9，在 60 min 内分
离为 60 个组分，然后将其合并为 18 个组分，经
真空冷冻干燥后用液相色谱流动相 A 溶解后使用
EASY-nLC 1000 超高效液相系统进行分离。流动
相 A 为含体积分数为 0.1% 的甲酸和体积分数为 2%
的乙腈水溶液；流动相 B 为含体积分数为 0.1% 的
甲酸和 90% 的乙腈水溶液。液相梯度设置：0 ～
26 min，9% ～ 25% B；26 ～ 34 min，25% ～ 36% B；
34 ～ 37 min，36% ～ 80% B；37 ～ 40 min，80% B，
流速维持在 700 nL·min-1。将分离后的肽段注入
NSI 离子源中进行电离，然后进行 Q Exactive TM
质谱分析。
2.6　数据库搜索及生物信息学分析　 应 用
Maxquant （v1.5.2.8） 软 件 检 索 Proteome Rat 数
据库中的二级质谱数据，其中酶切方式设置为
Trypsin/P，漏切位点数设为 2，肽段最小长度设置
为 7 个氨基酸残基，肽段最大修饰数设为 5。选择
UniProt-GOA 数据库注释工具对差异蛋白进行基
因功能聚类 GO 分析。采用 KEGG 在线服务工具







5028 个蛋白质，包含 25 423 个肽段，其中 4297 个
蛋白质包含定量信息。以 1.3 倍为变化阈值，t 检































克蛋白 27（HSP27）、肌浆 / 内质网钙 ATP 酶 1、


























































检索号 蛋白质名称 基因名称 比值 等电点（kDa） 覆盖率 （%） 类型 KEGG 通路
Q6P9Y4 ANT1 Ptp4a2 1.462   32.904 35.6 Up cGMP-PKG 信号通路
G3V913 HSP27 Hspb1 1.453   22.807 24.3 Up MAPK 信号通路
Q64578 肌浆 / 内质网钙 ATP 酶 1 Atp2a1 2.782 109.410 25.8 Up cGMP-PKG 信号通路
P06686 钠 / 钾转运 ATP 酶 Atp1a2 2.153 112.220 16.8 Up cGMP-PKG 信号通路
P05065 果糖二磷酸醛缩酶 A Aldoa 1.906   39.351 43.1 Up HIF-1 信号通路
D3ZDK7 3- 磷酸甘油醛脱氢酶 Pgp 1.458   34.600 12.5 Up HIF-1 信号通路
P25113 磷酸甘油酸变位酶 1 Pgam1 1.302   28.832 29.9 Up Glucagon 信号通路
P15429 β- 烯醇化酶 Eno3 3.733   47.013 19.1 Up HIF-1 信号通路
P04642 L- 乳酸脱氢酶 Ldha 1.476   36.450 25.0 Up HIF-1 信号通路
A2RRU1 糖原合成酶 Gys1 1.757   84.071   8.3 Up AMPK 信号通路
Q63704 肉碱棕榈酰转移酶 1 Cpt1b 1.762   88.216   5.1 Up AMPK 信号通路
P04466 肌球蛋白调节轻链 2 Mylpf 3.171   18.969 77.5 Up -
B0BNN3 碳酸酐酶 1 Ca1 1.853   28.299 33.7 Up -
P27139 碳酸酐酶 2 Ca2 2.132   29.113 20.8 Up -
P09605 肌酸激酶 S 型 Ckmt2 2.543   47.385 18.6 Up -
A0A0G2JSP8 肌酸激酶 M 型 Ckm 4.077   43.018 35.7 Up -
P47820 血管紧张素转换酶 Ace 1.378 150.910   5.3 Up -
P07632 超氧化物歧化酶 Sod1 1.336   15.911 27.9 Up -
D3ZJH9 苹果酸脱氢酶 Me2 0.932   65.351 12.7 Up -
B2RYS2 细胞色素 b-c1 复合物 Uqcrb 1.202   13.558 34.2 Up -
P21913 琥珀酸脱氢酶复合物 Sdhb 0.985   31.830 17.7 Up -
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白质有 ANT1、HSP27、醛缩酶 A、β- 烯醇化酶及
肉碱棕榈酰转移酶 1 等，为 KOA 发病机制的研究
提供了重要线索。
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